成人T细胞白血病／淋巴瘤（Adult T Cell Leukemia/Lymphoma, ATLL）最早报道于日本，是一种少见并独特的T淋巴细胞增殖性肿瘤，发病与感染1型人类T细胞白血病病毒（Human T cell leukemia virus type 1, HTLV-1）相关[@b1]。ATLL主要特征性表现包括：成人发病，外周血及骨髓可见花瓣样核淋巴细胞，肿瘤细胞中整合有HTLV-1前病毒DNA，常伴高钙血症，皮肤损害，肝、脾和淋巴结肿大。该病呈区域性流行，与HTLV-1分布特点相一致，高发于日本西南部、撒哈拉以南的非洲、南美洲及加勒比海地区[@b2]。国内发病例数较少，以致国内学者大多对这一疾病的诊断和治疗缺乏更深认识和直接经验，易发生误诊和漏诊[@b3]。自1989年福建省沿海地区的HTLV-1小流行区被发现以来[@b4]，国内特别是在福建省地区的ATLL病例有增加趋势。在此，我们总结分析了12例HTLV-1前病毒DNA阳性ATLL患者的临床特征和诊疗情况，以期进一步加强对这一疾病临床诊断和治疗现状的认识。

病例与方法 {#s1}
==========

1．研究对象：以2013年3月至2015年7月期间在福建医科大学附属协和医院血液科就诊的23例疑似ATLL患者为研究对象，这些疑似病例临床初诊均诊断为T细胞肿瘤，外周血细胞形态学显示淋巴细胞胞核不规则，表现为凹陷、折叠、扭曲或呈花瓣状。

2．标本收集及基因组DNA提取：用EDTA抗凝管采集疑似ATLL患者外周血标本4\~6 ml，以人外周血淋巴细胞分离液密度梯度离心分离外周血单个核细胞（MNC），取（2\~5）×10^6^ MNC，按血液/组织/细胞基因组DNA提取试剂盒（北京天根生化科技有限公司产品）说明书提取基因组DNA，根据260 nm处吸光度（*A*）值确定浓度后−20 °C保存备用。

3．HTLV-1前病毒基因检测：取400 ng基因组DNA，应用PCR及测序技术检测整合到宿主细胞基因组DNA中的HTLV-1前病毒基因pol和tax区片段。PCR法检测步骤参照我所前期建立的方法[@b5]。1例已确诊的ATLL患者基因组DNA为阳性对照，1例pol和tax基因PCR产物均为阴性的慢性淋巴细胞白血病患者基因组DNA为阴性对照，DNA稀释液为空白对照。部分PCR产物测序委托生工生物工程（上海）股份有限公司完成。

4．病例资料收集和整理：收集患者性别、年龄、初诊临床表现、初诊实验室检查结果（包括血常规、血涂片、生化全套、骨髓常规、骨髓病理、乙肝病毒检查、免疫组化、细胞免疫分型等项目）、治疗情况以及生存情况等信息。随访截至2015年11月1日。

5．统计学处理：采用GraphPad Prism5软件进行统计学分析和生存曲线绘制。生存期评估从患者确诊开始至患者死亡或2015年11月1日，生存分析采用Kaplan-Meier方法。

结果 {#s2}
====

一、23例疑似ATLL患者HTLV-1前病毒检测

检测23例疑似ATLL患者标本前病毒基因pol和tax区序列，二者均检测阳性时表明该标本基因组整合了HTLV-1前病毒基因，视为HTLV-1前病毒感染阳性病例（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。23例患者中先后共检测到12例标本HTLV-1前病毒感染阳性。

![PCR法检测成人T细胞白血病／淋巴瘤疑似病例的HTLV-1前病毒基因pol和tax区片段\
M：DNA Marker；1：空白对照组；2：阴性对照组；3：阳性对照组；4：1例HTLV-1前病毒感染阳性患者](cjh-37-12-1027-g001){#figure1}

二、ATLL确诊患者的临床表现

经HTLV-1前病毒基因检测确诊的12例ATLL患者，男8例，女4例，中位年龄51(28\~66）岁，均为福建省籍居民，分别来自莆田（6例）、宁德（3例）、福州（2例）、泉州（1例）等福建省沿海城市。与日本人无血缘关系及接触史。

ATLL患者初诊常以多发肿物（4例）、腹部不适（4例）、乏力（5例）、发热（2例）、头晕（2例）等为首发主诉就诊。从症状出现到确诊的中位时间为0.83(0.33\~4.00）个月。患者主要临床表现有淋巴结肿大（9例）、脾肿大（8例）、肝肿大（5例），胸腔积液和腹腔积液多见（分别为6和4例），骨骼和胃肠道侵犯偶见（各1例），未见中枢神经系统侵犯。仅1例淋巴瘤型患者可见皮肤损害。

三、实验室检查特点

1．异型淋巴细胞检出及其形态学特点：12例患者中，11例行外周血和骨髓形态学检查，结果显示，11例中9例（81.8%）均同时在外周血和骨髓中检出异型淋巴细胞（即ATLL细胞），ATLL细胞中位百分比分别为18%（0\~93%）和19%（1%\~86%）。根据ATLL细胞是否具有特征性花瓣状核，可分为典型ATLL细胞和不典型ATLL细胞。典型ATLL细胞胞体大小不一，胞质少，胞核扭曲、折叠、呈花瓣样，共6例；不典型ATLL细胞特点为胞体大，胞质丰富，有空泡，核圆形或不规则形以及染色质疏松等，共3例（[表1](#t01){ref-type="table"}、[图2](#figure2){ref-type="fig"}）。

###### 12例HTLV-1前病毒阳性成人T细胞白血病／淋巴瘤（ATLL）患者实验室检查特点

  实验室特征                                        结果
  ----------------------------------------- --------------------
  WBC\[×10^9^/L，*M*（范围）\]               31.5（5.0\~147.1）
  WBC升高^a^\[例（%）\]                          9（75.0）
  HGB\[g/L，*M*（范围）\]                      136（64\~159）
  贫血^b^\[例（%）\]                             3（25.0）
  PLT\[×10^9^/L，*M*（范围）\]                 117（6\~406）
  PLT减少^c^\[例（%）\]                          5（41.7）
  淋巴细胞绝对值\[×10^9^/L，*M*（范围）\]    13.6（1.2\~79.4）
  淋巴细胞增多^d^\[例（%）\]                     8（72.7）
  细胞形态学检查                            
   血片淋巴细胞\[%，*M*（范围）\]               59（7\~93）
   血片ATLL细胞\[%，*M*（范围）\]               18（0\~93）
   骨髓淋巴细胞\[%，*M*（范围）\]               35（17\~96）
   骨髓ATLL细胞\[%，*M*（范围）\]               19（0\~86）
   骨髓及血片ATLL细胞阳性\[例（%）\]             9（81.8）
    典型ATLL细胞阳性                             6（67.0）
    不典型ATLL细胞阳性                           3（33.0）
  骨髓侵犯\[例（%）\]                            10（90.9）
  血钙\[mmol/L，*M*（范围）\]                3.27（2.27\~4.12）
  高钙血症^e^\[例（%）\]                         8（66.7）
  LDH\[U/L，*M*（范围）\]                    695（177\~5 664）
  LDH增高^f^\[例（%）\]                          11（91.7）
  HBV阳性\[例（%）\]                             6（54.5）
  ATLL细胞亚型\[例（%）\]                   
   CD4^+^/CD8^−^                                 5（71.4）
   CD4^+^/CD8^+^                                 1（14.3）
   CD4^+^/CD8^±^                                 1（14.3）

注：^a^ WBC\>10×10^9^/L；^b^ HGB\<120 g/L（男性）或\<110 g/L（女性）；^c^ PLT\<100×10^9^/L；^d^淋巴细胞绝对值\>4×10^9^/L；^e^血钙\>2.7 mmol/L；^f^ LDH\>245 U/L。12例患者中11例行细胞形态学检查，11例行HBV检测，7例行ATLL细胞亚型分析

![典型（A）和不典型成人T细胞白血病／淋巴瘤淋巴细胞（B）形态（HE细胞，×1 000）](cjh-37-12-1027-g002){#figure2}

2．高钙血症和LDH增高发生率：ATLL患者常伴高钙血症，本组12例ATLL患者中8例（66.7%）伴高钙血症，其中4例可诊断为高钙危象（\>3.75 mmol/L）；ATLL患者LDH升高也高发，除1例淋巴瘤型患者未出现LDH升高，其他患者LDH值均高于正常参考值上限，高出正常参考值上限倍数中位数为2.9(1.8\~17.0）倍（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

3．免疫表型特征：组织学和（或）细胞学证实的伴成熟T细胞表型的淋巴系肿瘤是诊断ATLL的主要标准之一。12例患者中，11例免疫表型经细胞免疫分型和（或）免疫组织化学实验确认，均为T细胞型，CD2、CD4、CD5、CD25、CD3等T细胞抗原阳性检出率分别为100%（7/7）、100%（8/8）、100%（8/8）、100%（5/5）、80%（8/10），而CD7、CD8等抗原多为阴性，偶见阳性或仅低表达（[表2](#t02){ref-type="table"}）。对其中7例CD4、CD8表达均可评估患者做亚型分型，CD4^+^ CD8^−^型5例，CD4^+^CD8^+^型和CD4^+^CD8^±^型各1例。

###### 成人T细胞白血病／淋巴瘤患者细胞部分表面抗原的表达情况

  例号   CD2   CD3   CD4   CD5   CD7   CD8   CD25
  ------ ----- ----- ----- ----- ----- ----- ------
  1      UD    ＋    UD    UD    UD    UD    UD
  2      ＋    ＋    ＋    ＋    −     −     ＋
  3      UD    UD    ＋    UD    UD    −     UD
  4      ＋    ＋    ＋    ＋    ＋    ＋    ＋
  5      UD    ＋    UD    ＋    ±     UD    UD
  6      ＋    ＋    ＋    ＋    −     −     ＋
  7      ＋    −     ＋    ＋    −     −     UD
  8      ＋    ＋    ＋    ＋    ±     ±     UD
  9      UD    ＋    UD    UD    UD    UD    UD
  10     ＋    ＋    ＋    ＋    UD    UD    ＋
  11     ＋    −     ＋    ＋    −     −     ＋

注：−：抗原不表达；＋：抗原高表达；±：抗原散在表达或低表达；UD：未检测

4．骨髓染色体核型分析：12例患者中，5例骨髓染色体核型可评估，其中3例核型正常，2例核型异常，且均为复杂核型，分别表现为46,XY,inv（9）（p12;q13）,t(13;14）（q22;p12）,der(13) t(13;14）, inv(13）（q12;q22）,13ps+/46,XY,inv(9）（p12;q13）,13ps+和46,XX,add（1）（q25）, + 3,t（4;16）（q2?5;p12）/46, XX。

四、就诊时合并感染情况

12例患者中，7例初诊时并发肺部感染，可能是ATLL患者通常免疫系统受损，导致免疫功能低下所致；另外，12例患者中HBV携带率较高（54.5%，6/11例），其中2例诊断慢性乙型肝炎，1例诊断乙肝小三阳。

五、治疗和生存随访

12例患者除2例未接受治疗外，其余10例均接受了化疗，化疗方案多样，其中接受DA-EDOCH方案（依托泊苷、地塞米松、长春新碱、环磷酰胺、多柔比星）治疗5例，接受CHOP方案（环磷酰胺、多柔比星、长春新碱、泼尼松）治疗2例，接受E-CHOP方案（依托泊苷、环磷酰胺、表阿霉素、长春新碱、泼尼松）、CVD方案（环磷酰胺、长春新碱、地塞米松）、VDCLP方案（长春新碱、地塞米松、环磷酰胺、左旋门冬酰胺酶、泼尼松）治疗各1例。经治疗10例患者2例完全缓解（CR），3例部分缓解（PR）。其中，5例接受DA-EDOCH方案治疗患者中，2例CR，2例PR, 1例死亡。2例获得CR的患者，进一步接受了异基因造血干细胞移植（allo-HSCT）治疗，疗效较好。降低患者病毒载量是ATLL治疗的目标之一，我们对1例移植患者移植后HTLV-1前病毒携带情况进行先后3次跟踪监测发现，HTLV-1前病毒基因在移植后转为阴性。

至随访截止，1例失访，11例生存情况可评估患者中位生存期2.8(0.9\~10.8）个月，其中7例死亡，均为急性型患者。

讨论 {#s3}
====

病因学研究显示，ATLL的发生和发展与感染HTLV-1有关。HTLV-1主要感染CD4^+^T细胞，其基因组RNA逆转录后在自身携带的整合酶协助下可以插入宿主基因组DNA中。一些前病毒编码基因的表达，如tax和HBZ（basic leucine zipper）等，被认为在HTLV-1感染细胞转化为ATLL细胞过程中发挥关键作用[@b6]--[@b7]。ATLL患者典型性表现为HTLV-1检测阳性、外周血出现特征性的花瓣状核淋巴细胞及有经组织学或细胞学证实的伴成熟表型的T淋巴细胞系肿瘤存在，常伴皮肤损害、高钙血症、溶骨破坏、LDH升高及肝、脾、淋巴结肿大。ATLL确诊需要HTLV-1前病毒基因检测阳性。本文报道的12例ATLL患者，均经基因检测确诊，男女比例2∶1，中位年龄51(28\~66）岁，分别来自福州、莆田、宁德、泉州等地，与之前马一盖等[@b2]报道的12例ATLL患者分布情况相比，本组患者及本课题组前期报道的9例患者分布均相对集中，且均来自福建沿海HTLV-1小流行区[@b4]；参照日本学者Shimoyama[@b8]提出的ATLL分型标准，12例中无慢性型和冒烟型患者，除1例为淋巴瘤型外，皆为急性型；HTLV-1前病毒基因检测均阳性，典型或不典型花瓣状核样淋巴细胞检出率高（81.8%），肝、脾、淋巴结肿大多见，高钙血症、LDH升高比例高。其中，高钙血症多发的现象，与日本学者报告的ATLL特征一致[@b9]，但在国内前期的相关报道中，并不都是如此。在我们前期报道的9例同样来自福建地区的ATLL患者中，仅1例患者伴发高钙血症[@b10]；马一盖等[@b2]报道的12例ATLL患者均未伴发高钙血症。ATLL特异性异型核细胞的发现对于ATLL的诊断有重要参考价值，它们的典型形态表现为胞体大小不一，胞质少，胞核扭曲、折叠或花瓣样。但ATLL特征性异型核细胞形态并不总是典型表现，在本组病例中共有3例ATLL细胞呈不典型形态，值得注意的是，这3例均存在胞体大、胞质丰富、有空泡、核圆形或不规则形以及染色质疏松等较一致的特征。虽外周血和骨髓细胞形态学分析中特征性异型淋巴细胞的检出百分比不总是一致，但二者常可同时检出异型淋巴细胞。

ATLL诊断另一项重要证据是有经组织病理学或细胞免疫表型分析证实的伴成熟表型的T淋巴系肿瘤存在，且典型免疫表型为CD2^+^、CD3^+^、CD4^+^、CD5^+^、CD7^−^、CD8^−^、CD25^+^、CD30^−/+^、TCR α/β^+^[@b11]。本组患者CD2、CD3、CD4、CD5、CD25等抗原的阳性检出率高，CD7、CD8等阳性检出率低，与典型ATLL免疫表型相符。同NCCN所述亚型分布特点[@b11]，本组ATLL患者免疫表型亚型也以CD4^+^CD8^−^型（5/7）为主，CD4^+^CD8^+^型和CD4^+^CD8^±^均较少。

近来，多篇来自日本的相关病例报告显示既往感染过HBV的ATLL患者在系统化疗和抗CCR4单克隆抗体靶向治疗过程中乙型肝炎病毒出现再活化，故了解ATLL患者的HBV合并感染情况对于指导临床治疗意义重大[@b12]--[@b14]。曾有日本学者在针对日本当地两个HTLV-1小流行区的流行病学分析报告中提出，HTLV-1携带者人群的HBV感染率与非携带者人群的HBV感染率差异无统计学意义[@b15]，但ATLL患者作为一个特殊人群，HBV感染率可能有其自身的特点。本组病例HBV感染率高至54.5%，11例HBV感染情况可评估的ATLL患者中，6例合并感染HBV，明显高于国内一般人群的HBV感染率（9.09%）[@b16]。与此类似，Lee等[@b17]报道的17例来自中国台湾地区的ATLL患者中，HBV感染率也较高，为47%。而国外有关ATLL人群合并感染HBV的报道较为少见，且病例数也较少，多为个案报告[@b12]--[@b14]。导致这一差异主要原因之一可能是，中国属于HBV的高流行区[@b16],[@b18]。虽目前还不能认定两种病毒具有合并感染倾向，但在福建沿海和台湾这两个地理位置相邻地区同时发现ATLL患者群HBV感染率明显高于普通人群的现象应该受到必要重视。至于二者之间是否具有关联，关系如何，都有待进一步的大样本流行病学分析及基础医学研究。

ATLL急性型患者预后差，疾病进展迅速，病死率高。近年来，国外通过发展和联合应用抗病毒治疗、化疗、allo-HSCT及分子靶向治疗等ATLL治疗技术，在一定程度上改善了ATLL的整体治疗效果[@b19]。但ATLL治疗进展在国内相对滞后，目前，一线治疗仍以联合化疗为主，化疗缓解率低[@b3],[@b10]。一项单中心的回顾性分析认为化疗敏感性是影响ATLL患者总生存率的最重要因素。allo-HSCT对化疗缓解后复发的急性型患者作用有限，而化疗敏感性较好的allo-HSCT患者有较好的总生存率[@b20]。本组10例接受过化疗的患者中，仅2例获得CR，此2例患者在进一步allo-HSCT治疗中均取得较好疗效，至随访截止日无复发迹象。通过跟踪监测1例患者移植前后HTLV-1前病毒携带情况发现，移植或可根除ATLL细胞，让患者取得长生存成为可能。
